









































Abstract: Human  pregnancy‐specific  glycoproteins  (PSGs)  serve  immunomodulatory  and  pro‐











EVT migration. Although PSG1 did not affect EVT  invasion  in the  in vitro assays employed, we 
found  that  the serum PSG1 concentration  is  lower  in African‐American women diagnosed with 
early‐onset  and  late‐onset  preeclampsia,  a  pregnancy  pathology  characterized  by  shallow 
trophoblast  invasion,  than  in  their  respective healthy  controls only when  the  fetus was a male; 
therefore,  the  reduced  expression  of  this  molecule  should  be  considered  in  the  context  of 
preeclampsia as a potential therapy. 










PSG genes; while one of  them has been  reported  to be a pseudogene,  the expression of 10 PSGs 
designated as PSG1–PSG9 and PSG11 is predicted, although specific antibodies for each member of 
the  family  are  not  available  [8].  The  PSG1  messenger  RNA  (mRNA)  is  abundantly  expressed 
throughout pregnancy and the protein concentration of PSGs reaches its maximum level in maternal 
plasma  at  term  [9,10].  PSGs  are  found  only  in  species with  hemochorial  placentation  in which 
maternal blood comes into direct contact with fetal cells, posing a risk of rejection by the maternal 
immune system [11]. Interestingly, our group and others have shown that human PSGs and murine 
PSG23  have  immune‐regulatory  activity  consistent with  the  hypothesis  that  these  proteins may 
participate in tolerance to the fetal semi‐allograft [12–16]. In addition, we have reported that PSG1 




has also been reported  in  tumors of  trophoblastic and non‐trophoblastic origin  [21–23]. Similar  to  the 
presence of human PSGs  in non‐placental tissues, mouse PSG18  is expressed in  the  follicle‐associated 









proliferative,  and  the distal  cell‐column  trophoblasts  are non‐proliferative, migratory  and  eventually 
differentiate into invasive extravillous trophoblasts (EVTs) [28]. EVTs migrate towards and invade into 
the maternal decidua  to  transform  the uterine spiral arteries of  the  fetal‐maternal  interface  [30,31].  In 
human pregnancy, exclusive expression of PSGs by STB was reported more than two decades ago [32]. 










“integrin  switching”, which  is  regulated  in a  spatial and  temporal manner, we next  investigated  the 


















CEACAM9‐Fc, were generated  from  the  supernatant of  stably  transfected CHO‐K1  single‐cell  clones 
established  in  our  laboratory  and  grown  in  hollow  fiber  cartridge  bioreactors  (FiberCell  Systems, 
Frederick,  MD,  USA),  as  previously  described  [44].  Plasmids  encoding  the  complementary  DNAs 
(cDNAs)  of  the  single‐domain  proteins  (PSG1A2‐Fc  and  PSG1B2‐Fc) were  generated  as  previously 
reported [44]. For the generation of the PSG1A2 and PSG1B2‐Fc single‐domain proteins, the plasmids 










exchanged with phosphate‐buffered  saline  (PBS) using  an Amicon Ultra‐10K  centrifugal  filter unit 
(MilliporeSigma,  Burlington, MA, USA).  For  quantitation,  the  purified  proteins were  separated  on 
NuPAGE 4%–12% Bis‐Tris gels (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) at different dilutions alongside 









Kingston, Ontario, Canada),  and was  cultured  in RPMI  1640  (Corning, Corning, NY, USA). The 






(Thermo  Fisher  Scientific). All  cell  lines were maintained  by  using  the media  indicated  above, 





legal  termination during  the  first‐ or  second‐trimester of pregnancy. All patients who donated a 
placenta provided their informed written consent prior to their inclusion in the study in accordance 
with the Declaration of Helsinki. Approvals on the use of human subject materials were obtained 



































1;  anti‐PSG mouse mAb‐BAP3  and  anti‐integrin  α5  rabbit mAb  (cat#  ab112183; Abcam)  at  1:500 









Scientific). Secondary Abs used  for Figure A1 were anti‐mouse Alexa Fluor‐546  (at 1:300)  (cat#A‐
11030;  Thermo  Fisher  Scientific)  in  combination  with  anti‐rabbit  biotin  (at  1:1000)  (cat#ab6720; 



















Fisher  Scientific). Wells were  coated with  100  μL  of  the  purified  proteins diluted  in  PBS  at  the 
indicated concentrations and incubated overnight at 4 °C. Wells were then incubated with 300 μL of 
1% bovine serum albumin (BSA)/PBS for 1 h at room temperature to block non‐specific binding. After 
blocking, EVT‐like  cell  lines,  removed  from  tissue  culture  flasks with Accutase  (Innovative Cell 







control  peptide  (GRADSP;  Enzo  Life  Sciences,  New  York,  NY,  USA),  or  with  echistatin 
(MilliporeSigma, Burlington, MA, USA) at 1 ug/mL for 30 min at room temperature or with function‐
blocking mAbs: mouse anti‐human  integrin α1β1  (clone#5E8D9, cat# 05‐246), mouse anti‐ human 
integrin  αVβ3  (clone#LM609,  cat#MAB1976)  and mouse  anti‐human  integrin  αVβ5  (clone#P1F6, 
cat#1961Z; Millipore  Sigma);  rat  anti‐human  integrin  α5 mAb16  and  rat  anti‐human  integrin  β1 
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mAb13  [48,49] at  the  indicated concentrations. Mouse  isotype control and rat  isotype control Abs 









blocked with 300 μL/well blocking buffer  (1% BSA  in TBS)  for 2 h at 37 °C. Recombinant human 



















HRP‐conjugated  bovine  anti‐rabbit  IgG  (cat#sc‐2370,  Santa Cruz Biotechnology,  Inc., Dallas, TX, 



















for  extracellular  matrix  (ECM)  deposition.  After  washing  extensively  with  PBS,  1.5  mL  of 
decellularization solution (20 mM NH4OH with 0.5% Triton X‐100) was applied four times to remove 




































plug‐in MTrackJ, which  in  the  ‘Measure’  option  provided  output  as  track  length,  velocity,  and 
distance to previous point for the individual cells that were tracked. Results are shown as mean ± 









lysates were  centrifuged  at  15,000  rpm  for  30 min  and  the  protein  concentration  of  the  soluble 
material was determined with the EZQ Protein Quantitation Kit (Invitrogen). Fifty μg of protein were 
loaded per  lane and separated on a NuPAGE 4%–8% Bis‐Tris gel  (Invitrogen). The proteins were 
transferred  to  a  PVDF  membrane  and,  after  blocking,  incubated  with  mouse  anti‐HIF1α 
(clone#241809, cat#MAB1536; R&D Systems) and rabbit anti‐α‐tubulin (clone#11H10, cat#2125; Cell 












(APC) conjugated anti‐mouse  Ig  (BD Biosciences)  for 30 min. Excess antibodies were removed by 









before coating. Coating was performed by  incubating at 37  °C  for 2 h  followed by drying under 
laminar air flow for 5 h. After rehydrating the dried matrix‐coated insert for 2 h with 100 μL SFM, 
HTR8/SVneo and Swan71 cells in SFM were plated in the inserts at 8 × 104/insert and 6 × 104/inserts, 
respectively. Serum containing  (10% FBS) media was added  into  the  lower wells and plates were 
incubated at 37 °C for 24 h. Non‐invaded cells from the upper surface of the insert were removed by 
scrubbing with cotton swabs and the cells on the under surface were fixed with 5% glutaraldehyde 
(Electron Microscopy  Sciences)  for  10 min,  followed  by  staining with  2%  crystal  violet  (Sigma 
Aldrich) for 5 min. For each experiment, cells in 10 randomly chosen fields of each filter were counted 
manually and the experiment was repeated three times. The collagen I coated, 96‐well cell migration 
Biogel  assay  plates  (Enzo  Life  Sciences)  were  used  for  cell  invasion  assay  according  to  the 
manufacturer’s  instruction with  some modifications. HTR8/SVneo  and  Swan71  cell  suspensions 









were  captured using LAX AF600  software  compatible with  a Leica AF600  fluorescence  imaging 





informed  consent  prior  to  sample  collection. Women were  enrolled  as  participants  of  a  study 
conducted at the Center for Advanced Obstetrical Care and Research of the Perinatology Research 
Branch,  NICHD/NIH/DHHS,  the  Detroit  Medical  Center  and  Wayne  State  University  (Detroit, 
Michigan, USA). Women with multiple gestations,  severe  chronic maternal morbidity  (i.e.,  renal 
insufficiency,  congestive  heart  disease  and/or  chronic  respiratory  insufficiency),  acute maternal 
















American women, were  analyzed  in  triplicate.  Data were  analyzed  using  one‐way  analysis  of 
variance  (ANOVA)  followed  by  pairwise  comparisons  using  Tukey’s  adjustment  for  multiple 






PSG  expression  [32,33].  Therefore,  we  performed  dual  immunofluorescence  staining  of  tissues 










































































washed  to  remove non‐adherent cells. Cells  remaining  in  the wells were  incubated with cell  titer 
aqueous  solution  and  cell  adhesion was  quantified  as  described  in Materials  and Methods.  The 









(nPSG1)  or  control protein.  (F)  Swan71  cells  and purified primary EVTs, pre‐incubated with  the 
indicated mAbs were  seeded  on wells  coated with  30  μg/mL  PSG1‐His  or  control  protein  and 
adhesion assays were performed in 21% oxygen and CoCl2‐induced hypoxic‐like condition or in 1% 
oxygen conditions as described in Materials and Methods. The adhesion of control Ab‐treated cells to 



















PSG1  is  comprised  of  four  Ig‐like  domains  designated  as N,  A1,  A2  and  B2  and  a  short 
cytoplasmic tail of varying length depending on the splice variant [6]. The PSG1‐Fc utilized in our 
initial studies is a natural splice variant that lacks the A1 domain; therefore, we concluded that this 
domain  is not essential  for  the ability of PSG1  to bind  to  α5β1 and  induce cell adhesion  [6]. We 

























GAPDH Ab  (Figure 3C). We observed  that binding of PSG1‐Fc  to  the ECM was  inhibited  in  the 






Figure 3. Binding of PSG1  leads  to  focal  adhesion  formation and PSG1  can  concurrently bind  to 





of paxillin  (left) and vinculin  (right)  in  the FA  structures. Scale bars = 25  μm.  (B) Representative 
immunoblot (left) of lysates of HTR8/SVneo cells seeded on poly‐D‐lysine or PSG1‐Fc‐coated wells 





presented  in arbitrary units  (a.u.;  right).  (D) HTR8/SVneo cells were  seeded  in wells  coated with 
PSG1‐Fc or protein  control  (30  μg/mL)  in  the presence or  absence of 50  μg/mL heparin. The  cell 
adhesion experiment was carried out as described  in Figure 2. The adhesion of untreated cells  to 
PSG1‐Fc is considered as 100%. (E) PSG1‐His or protein control were immobilized on poly‐D‐lysine‐
coated wells. Swan71 cells were seeded  inside  the 2‐chamber  inserts placed on  the protein‐coated 





the  replicates  obtained  with  the  cells  seeded  on  the  control  protein‐coated wells  in  21%  O2  is 
considered as 1. Results shown are mean ± S.D. of triplicates in (B–D). (G) Quantitative analyses of 
migration of single cells (primary EVTs, HTR8/SVneo and Swan71) seeded on PSG1‐His or control 






































endometrium  is an essential process  in placenta  formation, and shallow  invasion of  the decidua and 
incomplete transformation of the spiral arteries by EVTs is believed to be an initiating cause of PE [28,63–
66]. Although we did not observe any direct effect of PSG1 on EVT invasion, these in vitro studies have 




















however,  some  recent  studies  have  reported  expression  of  PSG  mRNAs  in  EVTs  [32–34,69]. 























peptide,  or  the disintegrin  echistatin pointed  to  the  involvement  of  an  integrin  receptor  [74,75]. 
Among  the RGD‐binding  integrins,  αVβ3,  αVβ5  and  α5β1  are  expressed  on  trophoblast  cells  at 
various stages of differentiation [52]. Integrin switching from α6β4 in villous CTB, to α5β1 in cell‐
column trophoblasts, and to α1β1 in mature invasive EVTs has been reported in normal placental 
development  [37]. Using  function‐blocking Abs  to different  integrins, we determined  that PSG1‐
mediated adhesion was dependent on  integrin  α5β1, a major  fibronectin  receptor  [76]. The  first‐






























to PSG1 and not  to poly‐D‐lysine  is consistent with  the PSG1‐induced FAK phosphorylation  [80]. 
Integrin α5β1‐dependent anchorage of trophoblast to the uterine ECM and FAK signaling are well 
documented as important regulators of EVT migration during early placental development [31,80]. 












Several  studies  conducted  to  investigate  the  correlation  of  serum  PSG  levels with  various 











derived  peptides,  had  yet  to  be  validated  at  the  protein  level  [33,90,91].  We  measured  the 
concentration of PSG1, the most highly expressed member of the family based on mRNA expression 
data,  to  determine whether  prior  observations  that  PSGs  are  found  at  lower  concentrations  in 
pregnant women suffering from PE could be replicated with an ELISA using a validated anti‐PSG1 
antibody pair  [9]. We observed significant differences  in PSG1 concentration  in African American 






the  membrane  where  its  functional  interaction  with  integrin  α5  and  focal  adhesions  mediate 
migration. Due  to  the  limited availability of placental bed biopsies  from preeclamptic women we 
were unable to assess levels of PSG1 in this EVT context in this study. Whether PSGs also affect the 
initial penetration of the uterine epithelium by blastocytic STBs that occurs in the earliest stages of 
implantation  requires  further  investigation.  Fetal  gender‐specific  differences  in  gene  expression 




are  the  major  contributors  to  the  observed  differences  in  PSG1  concentration.  At  present,  the 
mechanisms that regulate the expression of PSGs in the placenta are not completely understood, and 
whether fetal sex influences their expression has never been investigated. Additional studies using 





































PSG1‐mediated  adhesion  of  HTR8/SVneo  cells,  HIF1stabilization  by  CoCl2  and  integrin51 
expression  in  EVT‐like  cell  lines.  (a)  Representative  photographs  of  dual  fluorescent 
immunohistochemistry localizing PSGs (red) and integrin α5 (green) are shown in both individual 
and dual channels  in sections of  first‐trimester placenta. Scale bars = 45 μm. ctrl = control Ab.  (b) 




protein. When  indicated,  cells were  pre‐treated  4  h with  100  μM  CoCl2  and  the  treatment was 
maintained during the experiment. Cell adhesion experiments were carried out as described in Figure 
2. (d) Representative image of Western blot showing HIF1α stabilization in HTR8/SVneo and Swan71 
cells  treated with 100  μM CoCl2  for 4 h.  (e) HTR8/SVneo  and Swan71 were  incubated with anti‐
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